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Riassunto 
117 campioni di sangue sono stati raccolti durante la stagione venatoria da cani da caccia 
della Maremma toscana (zona sud). Dopo l'estrazione del  DNA, la PCR ha rivelato che 38  
cani erano infetti (32,5%) da Hepatozoon canis. 
Dagli stessi cani sono state raccolte 121 zecche e, dopo essere state classificate, all'interno 
delle stesse è  stato ricercato il parassita. 
2 zecche adulte appartenenti al genere Rhipicephalus sono risultate positive all'esame 
microscopico. 
 
Parole chiave: Hepatozoon canis, cani da caccia, zecche, PCR, Maremma Toscana. 
 
 
Abstract 
N. 117 blood samples were collected from hunting dogs in Tuscan Maremma (sud area). 
DNA was isolated from canine blood and screening PCR revealed that 38 (32,5%)  dogs 
were infected by Hepatozoon canis. 
From the same dogs 121 ticks were collected and, after being classified, were 
microscopically checked for H.canis in the hemolymph. 
N. 2 Rhipicephalus adult ticks were positive for the detection of H.canis by microscopy. 
 
Key words: Hepatozoon canis, hunting dogs, ticks, PCR,  Tuscan Maremma. 
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INTRODUZIONE 
Nonostante il fatto che sia riconosciuta come patologia cosmopolita, segnalata per la prima 
volta all'inizio del XX secolo, vi sono ancora poche notizie relative  all'Hepatozoonosi 
canina causata da Hepatozoon canis, sia per ciò che riguarda la patogenesi, la definizione 
del gold standard diagnostico e la distribuzione epidemiologica del parassita. Il presente 
lavoro si pone l'obiettivo di rilevare la presenza di H.canis nella parte meridionale della 
Maremma Toscana. 
 
Hepatozoon canis 
CICLO 
Hepatozoon canis è un protozoo appartenente al phylum Apicomplexa, famiglia 
Hepatozoidae del subordine Adeleorina (Ewing et Panciera, 2003). 
La caratteristica morfologica più rappresentativa degli Apicomplexa (dal latino apex-
sommità e complexus-proteso) è la presenza appunto del complesso apicale nel polo conico 
cellulare. Questa complessa struttura è necessaria per penetrare le cellule dell'ospite ed è 
composta da uno o due anelli polari, da un conoide, da rhoptrie, da microtubuli 
subpellicolari e da micronemi, vescicole secretorie modificate, che giocano un ruolo 
biochimico importante nella cellula parassitaria (Slodki et al., 2011). 
Il genere include circa 300 specie che infettano i mammiferi, i rettili, gli uccelli e gli anuri. 
Questi vertebrati rappresentano gli ospiti intermedi in cui si svolgono gli stadi merogonici e 
gametogonici del parassita che sviluppa la riproduzione sessuata e la sporogonia negli 
insetti ematofagi, suoi ospiti definitivi: zecche, acari, flebotomi, mosche tse tse, zanzare, 
pulci, pidocchi, cimici e sanguisughe. La stadio di gamonte si ritrova all'interno delle 
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cellule del sangue dell'ospite vertebrato, in particolare nei globuli rossi dei rettili o nei 
leucociti dei mammiferi, come nel caso di H.canis (Baneth et al., 2007). Da ciò deriva il 
suo primo nome Leukocytozoon canis quando fu osservato per la prima volta nel sangue di 
cani  in India (James, 1905; Christophers, 1907). 
Al momento solo due specie di Hepatozoon sono state dimostrate responsabili di infezione 
nel cane:  Hepatozoon canis e Hepatozoon americanum (Baneth et al., 2000). 
H.canis e H. americanum, indistinti fino al 1997 (Vincent-Johnson et al., 1997),  sono 
collegati dal punto di vista filogenetico ma differiscono per la distribuzione geografica, per 
il vettore specifico e l'effetto sugli ospiti. Nel 1999 Baneth ha confermato la differenza 
delle due specie anche dal punto di vista genetico ed antigenico (Baneth et al., 1999). 
Il complesso ciclo biologico di Hepatozoon canis necessita di due o più ospiti. Ospiti 
intermedi sono i vertebrati (il cane) mentre gli invertebrati (le zecche) sono ospiti 
definitivi. E' caratteristico che la porta di ingresso del parassita nell'ospite intermedio sia il 
sistema digerente. La trasmissione dalle ghiandole salivari delle zecche, come avviene per 
molti altri patogeni protozoari o batterici, non è stata dimostrata negli Hepatozoide (Baneth 
et al., 2007). Il cane si infetta ingerendo zecche, la cui emolinfa contiene oocisti; 
nell'intestino del cane la parete di queste si rompe liberando gli sporozoiti che, dopo aver 
attraversato la parete intestinale, vengono trasportati per via ematica o linfatica in numerosi 
organi tra cui milza, midollo osseo, polmoni, fegato e reni. In questi organi si formano i 
meronti  e si susseguono numerosi cicli di merogonia con rilascio di merozoiti che 
invadono i globuli bianchi del sangue, neutrofili e monociti in particolare (Otranto et al., 
2011). 
Baneth, nel suo studio sperimentale del 2007, ha evidenziato la fase merogonica a partire 
dal 13° giorno dopo inoculazione di oocisti: a livello di midollo osseo erano presenti  
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meronti contenenti 20-30 micromerozoiti e un secondo tipo di meronti contenenti 2-4 
macromerozoiti. Nello stesso tempo è stata osservata la presenza di cisti monozoiche nella 
milza. La gamontogonia con invasione dei leucociti da parte dei micromerozoiti avviene 26 
giorni post-inoculazione e la parassitemia è stata evidenziata 28 giorni post-inoculazione. 
Fig.1. Striscio di sangue con 2 gamonti (frecce) all'interno di leucociti. Microscopio ottico. 
Ingrandimento 20X. 
 
La zecca, ospite definitivo, si infetta ingerendo leucociti contenenti gamonti da un cane 
infetto nella fase di parassitemia. I gamonti, morfologicamente indistinguibili 
maschio/femmina, fuoriescono dai leucociti nell'intestino uniti in sigizia per differenziarsi 
nel processo di gametogenesi in distinti gameti. In seguito alla fertilizzazione, lo zigote si 
divide e comincia la fase di sporogonia con la formazione di oocisti nell'emocele della 
zecca. Le oocisti, formazioni rotondeggianti visibili al microscopio ottico anche a basso 
ingrandimento, sono formate da una membrana che avvolge centinaia di sporocisti 
10 μ 
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contenenti numerosi sporozoiti infettanti. Le oocisti o parte di queste possono essere 
ingerite dal cane (Baneth et al., 2001, 2007).   
Un ciclo completo, dal passaggio del gamonte nella ninfa dell'artropode alla parassitemia 
nel cane, può essere completato in 81 giorni ( Baneth et al., 2007). 
 
Fig. 2. Ciclo di H. canis tratto da Baneth et al., 2007. 
Dimensioni medie delle varie forme di H.canis espresse in μm 
(Baneth et al., 2007- infezione sperimentale) 
Oocisti precoce nella ninfa  78,8 X 78,8 
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Oocisti in adulto 13 giorni post-infezione 252,6 X 247,3 
Oocisti in adulto 35 giorni post-infezione 309,8 X 255,8 
Sporociste in adulto 32,3 X 13,95 
Meronte 30,6 X 28,9 
Micromerozoite 10,7 X 1,69 
Macromerozoite 15,0 X 6,7 
Gamonte 9,7 X 5,4 
 
La zecca marrone del cane Rhipicephalus sanguineus (Ixodida: Ixodidae) svolge la parte 
principale nell'epidemiologia di H.canis in tutto il mondo (Baneth, 2001) e il suo ruolo 
come vettore è stato confermato dal recente studio sulla trasmissione transtadiale dalla 
larva alla ninfa (Giannelli et al.,2013). Tuttavia il range di ospiti invertebrati non è stato 
ancora definito con chiarezza. 
Ad oggi solamente Amblyomma ovale  è stato riconosciuto il secondo possibile vettore in 
Sud America (Rubini et al., 2009). Inoltre, sono state segnalate oocisti mature di H.canis in 
R. microplus (in precedenza Boophilus microplus), Haemaphysalis longicornis, e 
Haemaphysalis flava (Murata et al., 1995; de Miranda et al.,2011). Il ritrovamento di DNA 
di H.canis in una singola zecca adulta di Ixodes ricinus (Gabrielli et al., 2010) ha fatto 
sospettare un coinvolgimento di questa specie nella trasmissione di H.canis tra i canidi 
domestici e salvatici (sciacalli, volpi e lupi) (Duscher et al., 2013). Inoltre gli alti indici di 
prevalenza di H.canis nelle volpi in Italia, Slovacchia, Croazia, Israele e Portogallo, che 
vanno da 13,4% a 48% in zone boschive o regioni ritenute prive di R. sanguineus (Gabrielli 
et al.,2010; Majláthová et al., 2007; Dezdek et al., 2010; Fishman et al., 2004; Conceicão-
Silva et al., 1988), sono state correlati alla presenza di I. ricinus (Duscher et al., 2013). 
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Ancora oggi questa associazione rimane solamente circostanziale perché nessun lavoro ha 
dimostrato la presenza di oocisti di H.canis in I. ricinus o la sua capacità di trasmettere 
questo protozoo. Giannelli ed altri hanno recentemente mostrato in uno studio 
sperimentale, che I. ricinus non sembrerebbe coinvolto nel ciclo di H. canis (Giannelli et 
al.,2013). 
EPIDEMIOLOGIA 
H.canis è presente in Asia, in Europa, tranne che nel nord, (Pasa et al.,2009), in Africa e in 
sud America (Rubini et al., 2009).  
Sebbene ne sia ampiamente documentata la presenza in USA (Macintire et al., 1997; Allen 
et al, 2008; Little et al., 2009), Sud America (Gondim et al., 1998; O’Dwyer et al., 2001, 
2004, 2006; Paludo et al., 2003, 2005; Rubini et al., 2005, 2008; Criado- Fornelio et al., 
2006, 2007a,b; Forlano et al., 2007; Eiras et al., 2007; Yabsley et al., 2008; Mundim et al., 
2008), Sudan (Oyamada et al., 2005), Nigeria (Sasaki et al.,2008), Israele (Baneth et al., 
1995, 1996, 1997; Fishman et al., 2004; Gal et al., 2007), Giappone (Inokuma et al., 1998, 
1999, 2002), Thailandia (Criado-Fornelio et al., 2007a; Jittapalapong et al., 2006; 
Assarasakorn et al., 2006); Malesia (Rajamanickam et al., 1985) e India (Megat Abd Rani 
et al., 2011), ad oggi, in Europa, solo un esiguo numero di studi su Hepatozoon canis sono 
stati riportati. 
E' segnalata la presenza di hepatozoonosi canina in: 
 Italia (Arru et al., 1982; Domina e Catarsini, 1982; Rosati, 1986; Gavazza et al., 
2003; Cassini et al., 2009; Otranto et al., 2010, 2011; Giannelli et al., 2013). 
  Spagna (Garcia et al., 1990; Stenzenberger e Gothe, 1999; Criado-Fornelio et al., 
2006, 2007b). 
 Portogallo (Rebelo, 1989). 
11 
 Francia (Beaufils et al., 1988, 1991; Criado-Fornelio et al., 2009). 
 Bulgaria (Tsachev et al., 2008). 
 Turchia (Voyvoda et al., 2004; Karagenc et al., 2006; Aktas et al., 2013). 
 Grecia (Kontos et Koutinas, 1991; Mylonakis et al., 2004). 
 Ungheria (Hornok et al., 2013). 
 Croazia (Vojta et al., 2009). 
 Austria (Duscher et al., 2013). 
Altri studi sulla presenza di H.canis in Europa sono stati effettuati sulle volpi o ungulati 
selvatici, in particolare in: 
 Spagna (Criado-Fornelio et al., 2003,2006, 2007a; Gimenez et al., 2009). 
 Portogallo (Conceicao-Silva et al., 1988). 
 Slovacchia (Majlathova et al., 2007). 
 Italia (Calderini et al., 2009; Gabrielli et al., 2010; Tampieri et al., 2008). 
 Irlanda (Maguire et al., 2010). 
 Polonia (Karbowiak et al., 2010). 
In Germania tutte le infezioni da H.canis sono state evidenziate in cani importati da paesi 
del Mediterraneo o dal Portogallo o che vi sono transitati in viaggio con i padroni (Fischer 
et al., 1994; Deinert et al., 1997; Glaser et Gothe, 1998; Menn et al., 2010). Anche 
nell'Europa nord-est è stata segnalata la presenza di H.canis come una patologia 
d'importazione (Holland, 2001). 
Questo confermerebbe quanto si è finora creduto, cioè che la diffusione di H.canis sia 
collegata a quella di R. sanguineus, suo principale vettore, e che quindi in Europa non si 
spingerebbe al di sopra dei paesi del Mediterraneo e dei Balcani. Hornok (Hornok et al., 
2013) ha però recentemente sottolineato come l'elevata presenza di H.canis nei cani in 
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Ungheria (26% positivi alla PCR), Irlanda e Polonia, non possa essere attribuita 
all'importazione accidentale di R. sanguineus. In più Najm et al. (2013) hanno da poco 
presentato  uno studio epidemiologico che rivela una presenza molto alta del protozoo tra 
le volpi della Germania (45,2%). 
 
 
PATOGENESI 
La forma più comune in cui si presenta l'hepatozoonosi nei cani è asintomatica  o 
moderata, solitamente associata ad un basso livello di parassitemia che coinvolge dal 1 al 5 
% dei neutrofili (Baneth e Weigler, 1997). Alcuni cani mostrano elevata parassitemia, che 
può arrivare al 100% dei neutrofili circolanti, e sintomi come febbre, letargia,  
anoressia/disoressia, perdita di peso ed anemia (Baneth et al., 2001). 
Inoltre può presentarsi linfoadenomegalia, pallore delle mucose,dolore alla palpazione 
muscolare (Gavazza et al.,2003) e diarrea (Mundim et al., 2008). 
In alcun casi di hepatozoonosi sono state riscontrate atassia e zoppia sono dovute allo 
sviluppo di osteomielite(Inokuma et al., 1999; Marchetti et al., 2009; Sakuma et al. 2009).  
Le alterazioni ematologiche più frequentemente associate a cani colpiti da hepatozoonosi 
sono anemia, normocromica e normocitica o microcitica, leucocitosi con neutrofilia e  
deviazione a sinistra, e  trombocitopenia (Gavazza et al.,2003; Voyvoda et al., 2004; 
Mundim et al., 2008;  Sarma et al., 2012). La conta dei neutrofili è solitamente normale 
quando la parassitemia è bassa, alta in cani con parassitemia elevata; è stato anche 
segnalato un caso in cui si è osservata neutropenia associata ad osteomielite dovuta ad 
H.canis ( Shimokawa Miyama et al., 2011).  
Le analisi biochimiche mostrano aumentati livelli di Creatinchinasi, Fosfatasi alcalina e 
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proteine totali, e ipoalbuminemia (Gavazza et al., 2003;Mundim et al., 2008). 
Ad ogni modo vi sono opinioni discordanti riguardo la patogenicità di H.canis e la natura 
opportunistica di questo parassita. La presenza di segni clinici, spesso moderati, è congrua 
con l'opinione di Baneth et al. (2003), che ritiene che l'infezione di H.canis induca una 
malattia con manifestazioni moderate o inapparente ed è dunque da considerarsi non 
patogeno. La capacità di determinare malattia è stata però evidenziata da Gavazza et 
al.(2003) dove i cani affetti da Hepatozoonosi erano stati individuati dagli stessi sintomi 
clinici, ed in seguito da Marchetti et al. (2009). Questi autori hanno concluso che le 
alterazioni che hanno rilevato erano direttamente collegate all'infezione ed hanno quindi 
considerato H.canis  il principale patogeno determinante lo stato di malattia. 
La patogenicità e la gravità dell'infezione da di H.canis sarebbe forse determinata dallo 
compromissione dello stato immunitario del soggetto e dalle frequenti coinfezioni con 
Erlichia, Babesia (Bansal et al.,1985; Gosset et al., 1985; Mundim et al., 2008; Sasanelli et 
al., 2009) o con Leishmania infantum (Bettini et al., 1988). 
 
DIAGNOSI 
La diagnosi di H.canis in passato era frequentemente basata sul ritrovamento al 
microscopio ottico di gamonti intracitoplasmatici di forma ellisoidale in strisci colorati di 
sangue e sulla visualizzazione istopatologica di meronti e/o cisti monozoiche nei tessuti 
(Klopfer et al., 1973; Baneth et al 2003). 
Sono stati in seguito sviluppati test sierologici come l'immunofluorescenza indiretta (IFA) 
per individuare anticorpi anti-H.canis con una elevata sensibilità, sopratutto nei casi di  
infezioni croniche (Baneth et al, 1998; Shkap et al1994), o come l'ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) con 87% di sensibilità e 97% di specificità (Gonen et al., 2004).   
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Studi molecolari basati sulla PCR (polymerase chain reaction), convenzionale (Baneth et 
al, 2000) o 'real time' (Li et al, 2008), sono stati messi a punto nell'ultima decade ed hanno 
contribuito in maniera importante a conoscere la diffusione di questo protozoo nella 
popolazione canina. Da un punto di vista pratico questi metodi su sangue si sono dimostrati 
essere più sensibili e specifici per la diagnosi di questo patogeno rispetto agli altri sistemi 
(Karagenc et al, 2006). In più, l'analisi molecolare di specifiche sequenze ha facilitato la 
separazione di Hepatozoon americanum da H.canis e la sua identificazione come agente 
dell'hepatozoonosi canina americana (Baneth et al, 2000; Mathew et al, 2000; Ewing et 
Panciera, 2003).  
In uno studio effettuato comparando la citologia e la ricerca molecolare su sangue, buffy 
coat e midollo osseo, la PCR su buffy coat e su sangue si è dimostrata la prova più 
sensibile per  individuare la presenza di H.canis. Questa tecnica può essere usata anche 
come strumento epidemiologico per studi in aree dove l'hepatozoonosi è endemica o dove 
si sospetta esserlo. Tuttavia, quando la PCR non è disponibile, come succede nella pratica 
veterinaria di routine, la citologia su buffy coat deve essere preferita alla valutazione dello 
striscio di sangue (Otranto et al, 2011). 
 
TERAPIA 
Il trattamento è raccomandato per tutti i cani infetti da H.canis, inclusi quelli con malattia 
moderata perché la parassitemia tende ad aumentare nel tempo e può determinare forme 
sintomatiche importanti (Baneth e Weigler, 1997; Mundim et al. 2008). L'Imidocarb 
dipropionato è stato a lungo considerato il trattamento di scelta per l'hepatozoonosi ma la 
sua efficacia terapeutica è inconsistente. Ogunkoya et al. (1981) descrivono l'eliminazione 
dei gamonti di H.canis dal sangue del 98% dei cani entro 24h da un singolo trattamento di 
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imidocarb dipropionato. Una  combinazione di quest'ultimo con la tetraciclina ha ridotto od 
eliminato i gamonti ed ha risolto i segni clinici in cani con H.canis (Elias e Homans,1988; 
Baneth et al., 1995). Tuttavia, un recente studio in cani trattati ripetutamente nell'arco di 8 
mesi, e controllati con metodiche molecolari e ricerche parassitologiche, ha segnalato che 
l'imidocarb dipropionato non è efficace nell'eliminare H.canis (Sasanelli et al. 2010). E' 
stato inoltre utilizzato un agente anticcocidico, il Toltrazuril, che ha mostrato efficacia nel 
ridurre i sintomi clinici dell'hepatozoonosi ma non la completa eliminazione del parassita 
(Beaufils et al., 1996; Macintire et al., 1997). Il toltrazuril  in associazione con il  
trimethoprim-sulfametoxazolo invece, ha anche liberato il sangue dai gametociti del 
parassita (Voyvoda et al., 2004). La terapia con la combinazione di Imidocarb 
diproprionato con Toltrazuril non ha mostrato significative differenze rispetto al 
trattamento con l'Imidocarb in monoterapia (Pasa et al., 2011).  
L'Ossitetraciclina si è ultimamente rivelata  un trattamento capace di determinare rapidi 
miglioramenti clinici, normalizzazione dei valori ematologici e biochimici ed eliminazione 
del parassita dal torrente circolatorio (Sarma et al.,2012). 
 
Rhipicephalus sanguineus 
Comunemente denominata 'zecca dei canili' o 'zecca marrone del cane', Rhipicephalus 
sanguineus ha nel mondo una distribuzione ubiquitaria collegata alla vastissima diffusione 
del cane, suo ospite primario (Danta-Torres, 2010). Nelle aree tropicali e subtropicali è 
presente durante tutto l'anno riuscendo a completare fino a 4 generazioni, mentre nelle 
regioni temperate l'attività prevalente si svolge tra la tarda primavera e l'inizio autunno 
(Danta-Torres, 2010). Benché onnipresente, la zecca del cane si ritrova maggiormente nelle 
aree urbane e suburbane, dove vive in stretta associazione con i cani e gli umani, piuttosto 
che nelle zone rurali (Shimada et al., 2003). Da un punto di vista etologico può essere 
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definita una zecca endofila (che abita in tane, rifugi o case), monotrofica ed 'a 3 ospiti' con 
larve, ninfe e adulti  che  si nutrono sulla stessa specie, scendendo dall'ospite e mutando, 
tra un pasto e l'altro. Nonostante occasionalmente, ma sempre più frequentemente (Parola 
et al., 2008), si nutra su altre specie compreso l'uomo, il cane rimane l'ospite preferenziale. 
Il grado di infestazione dipende da fattori stagionali, geografici, ed individuali come razza, 
sesso ed età. Apparentemente, alcune razze sono più soggette di altre ad essere parassitate 
(Louly et al., 2009) ed i giovani hanno infestazioni più gravi rispetto agli adulti. Tale 
differenza ha fatto sospettare la presenza di un meccanismo immunitario che nell'adulto 
interferisce con i processi di alimentazione e/o di riproduzione della zecca (Inokuma et al., 
1997). Sebbene i cani maschi siano spesso più infestati delle femmine (Silveira et al., 
2009), non è ancora chiaro se via sia una diversa suscettibilità legata al genere o una 
esposizione maggiore per differente abitudine comportamentale.  
Il ciclo biologico, il comportamento alimentare, l'adattamento a varie condizioni ambientali 
e la capacità di trasmettere numerosi patogeni, hanno reso R.sanguineus uno dei più 
importanti vettori di parassiti di interesse umano e veterinario (Rickettsia conorii, R. 
rickettsii, E. canis, H. canis, B. canis vogeli e B. gibsoni) (Danta-Torres, 2008).  
Vi sono numerosi dibattiti sui cambiamenti climatici e l'impatto che questi possono avere 
sulle zecche e sull'epidemiologia delle malattie ad esse correlate. Il riscaldamento globale 
potrebbe portare alla stabilizzazione di popolazioni di zecche in aree precedentemente 
prive: è stato, per esempio, ipotizzato che un aumento di 2-3 ºC nelle temperature medie da 
Aprile a Settembre potrebbe determinare la colonizzazione da parte di R. sanguineus di 
regioni nordiche europee (Gray et al., 2009) e di conseguenza la diffusione di patogeni da 
essa trasmessi in aree non ancora endemiche. 
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MATERIALI E METODI 
CAMPIONAMENTO 
Durante la stagione venatoria 2010-2011 (Novembre-Dicembre-Gennaio) sono stati 
raccolti 117 campioni di sangue e 121 zecche da cani da caccia che si presentavano presso 
la 'Clinica veterinaria Costa d'Argento'. I cani in questione appartenevano a svariate razze, 
principalmente quelle  utilizzate per la caccia al cinghiale, e venivano condotti in clinica 
perché feriti durante l'attività venatoria. E' stato prelevato loro circa 1 ml di sangue dalla 
vena cefalica ed è stato congelato in provette contenenti EDTA. Le zecche presenti sui cani 
sono state raccolte con una pinzetta e congelate in contenitori di plastica. Ogni campione di 
sangue ed ogni gruppo di zecche proveniente dallo stesso cane è stato identificato con 
numero progressivo. I campioni sono stati accompagnati dalla scheda identificativa del 
cane indicante razza, sesso, età e luogo di caccia (come da tabella n.2) e da una scheda 
clinica riportante i risultati di un breve esame fisico del soggetto; i parametri presi in 
considerazione sono: stato nutrizionale, temperatura, colore delle mucose, linfonodi 
esplorabili e sintomi clinici rilevati. 
Non è stato possibile, date le condizioni di particolare urgenza per le quali erano stati 
condotti  presso la struttura, effettuare una valutazione clinica approfondita dei soggetti. 
E' stato deciso di valutare un gruppo di soggetti in particolare,  quello rappresentato dai 
cani da caccia, perché potenzialmente più esposti all'infestazione da vettore rispetto ai cani 
da compagnia. 
I cani oggetto dello studio vivono nella parte meridionale della provincia di Grosseto, in 
particolare nei comuni di: 
 Capalbio 
 Magliano in Toscana 
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 Manciano 
 Monte Argentario 
 Orbetello.  
Figura 3. Area di studio. 
 
 
Figura 4. Aree dei comuni di appartenenza dei cani dello studio 
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PCR 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) è una procedura che consente di identificare il DNA 
di un organismo tramite l’amplificazione selettiva di una regione specifica del DNA stesso. 
Tale reazione è sequenza-specifica poiché solo i tratti di DNA caratterizzati dalla sequenza 
di interesse sono sintetizzati e successivamente amplificati, in quanto solo in queste regioni 
bersaglio si ha l’appaiamento con gli oligonucleotidi specifici che guidano la reazione. 
L’amplificazione esponenziale delle sequenze bersaglio (anche a partire da una singola 
copia o poche copie) e i primer selezionati conferiscono alla PCR una altissima sensibilità. 
I passaggi per la realizzazione della PCR sono: 
1. Estrazione del DNA. 
2. Amplificazione del DNA. 
3. Elettroforesi. 
L'estrazione del DNA viene effettuata tramite kit commerciali che utilizzano il principio di 
"estrazione su colonna" che permette al DNA di legarsi alla membrana di silice presente 
nel kit di estrazione. In questo studio sono stati utilizzati due diversi kit commerciali:  
 5 Prime PerfectPureDNA Blood kit 
 Qiagen Dneasy Blood & Tissue Kit  
ESTRAZIONE DI DNA DA SANGUE IN EDTA 
L'estrazione è un processo che si divide nelle seguenti fasi: 
1ª FASE: lisi degli eritrociti. 
2ª FASE: lisi dei globuli bianchi. 
3ª FASE: legature e lavaggio del DNA. 
4ª FASE: eluizione del DNA. 
Il DNA estratto dai campioni di sangue è stato conservato a -20°C fino al momento 
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dell'utilizzo per la fase successiva. 
AMPLIFICAZIONE 
L' amplificazione consiste nel susseguirsi di tre reazioni che avvengono a diverse 
temperature nella stessa provetta, con reagenti termostabili.  
Per amplificare un frammento di 666 bp del gene18S rRNA di Hepatozoon spp è stato 
usato  il primer HepF (5'-ATA CAT GAG CAA AAT CTC AAC-3') ed il primer HepR (5'-CTT 
ATT ATT CCA TGC TGC AG-3'). Al DNA campione vengono aggiunti la DNA polimerasi 
(Taq polimerasi, enzima termoresistente isolato dal batterio Thermophilus aquaticus),i 
primer specifici (forward e reverse), deossiribonucleotidi trifosfati (dNTPS) che forniscono 
le basi azotate per la sintesi del DNA, un buffer (TRis-HCl e MgCl2) e acqua bidistillata 
nuclease-free per portare a volume. In questo caso è stata utilizzata una Master Mix 
(GoTaq
R 
Green Master Mix, Promega) contenente la Taq polimerasi, i dNTPs e il buffer 
nelle proporzioni adeguate. 
Ogni PCR mix contiene 12.5 pmol di ciascun primer (2 μl ), 5 μl di DNA, 5 μl di acqua 
nuclease-free e 12,5 μl di Master Mix in un volume finale di 25 μl. 
Insieme ad i campioni di DNA è stato processato ogni volta anche un campione 
positivo(DNA isolato da un campione di sangue in EDTA di un cane positivo) ed un 
campione negativo (acqua nuclease-free). 
Ogni ciclo di amplificazione prevede: 
 denaturazione del template: avviene a 95°C per 30 secondi e permette la rottura dei 
legami idrogeno che uniscono le due eliche del DNA 
 ibridazione o annealing: avviene a 57°C per 30 secondi. Ciascun primer si appaia 
all'estremità 3' del filamento del DNA template delimitando così il tratto di DNA da 
amplificare. 
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 estensione: avviene a 72°C per 90 secondi. La Taq polimerasi sintetizza un nuovo 
filamento di DNA in direzione 5'-3' a partire dall'estremità libera del primer 
appaiato alla sequenza bersaglio: il DNA di nuova sintesi risulta essere 
complementare alla sequenza del filamento denaturato. 
Le tre reazioni si ripetono per 34 volte. I cicli di amplificazione sono automatizzati ed 
avvengono in termociclatore (MyCycler, BioRad). 
Prima di effettuare il primo ciclo si effettua una denaturazione iniziale a 95°C per 5 minuti 
così da consentire alle catene del DNA di aprirsi completamente senza il rischio che si 
rinaturino quando si abbassa la temperatura per il ciclo di annealing; inoltre al termine 
dell'ultimo ciclo si effettua un'ulteriore estensione a 72°C per 5 minuti per completare i 
prodotti di amplificazione parziali e favorire l’appaiamento di prodotti complementari, ma 
a singola elica. 
Alla fine dell'amplificazione i prodotti vengono mantenuti in stand-by a 4°C in attesa di 
essere utilizzati per l'elettroforesi(Inokuma et al., 2002). 
Poiché il DNA sintetizzato in ogni ciclo funge da stampo per la sintesi del ciclo successivo, 
la successione dei cicli comporta un aumento esponenziale del numero di copie del DNA. 
ELETTROFORESI 
L'elettroforesi su gel di agarosio permette la rivelazione dei prodotti amplificati, tali 
prodotti sono frammenti di DNA della stessa lunghezza; la lunghezza dei frammenti è nota 
poiché è determinata dai primers. I frammenti di DNA sono carichi negativamente e in 
presenza di un campo elettrico migrano verso l’elettrodo positivo: il gel di agarosio 
funziona da “setaccio molecolare” e tutti i frammenti di identica lunghezza si muovono alla 
stessa velocità, formando una banda. I frammenti di dimensioni minori, cioè più corti, 
migrano ad una velocità maggiore di quelli più lunghi.  
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Il primo passaggio consiste nel preparare un gel all'1 % di agarosio di appropriate 
dimensioni a seconda del numero di campioni da testare: il gel si prepara sciogliendo 1 gr 
di polvere di agarosio in 100 ml di tampone salino, il TAE Buffer (Tris-acetato EDTA) nel 
forno a microonde fino ad ottenere una soluzione omogenea. 
Il gel ancora liquido è portato sotto la cappa chimica e si aggiungono 7 µl di GelRed® 
(Biotium), un chelante del DNA che ci permette la sua identificazione una volta posto il gel 
sopra il transilluminatore; la soluzione ottenuta è versata in un apposito stampo "lettino" 
fornito di un pettinino per creare, una volta solidificato a temperatura ambiente, gli appositi 
pozzetti in cui depositare i campioni.  
Dopo che il gel si è raffreddato e solidificato si toglie il pettinino e si mette il gel nella cella 
elettroforetica in maniera tale che sia sommerso dal tampone. 
A questo punto si caricano i campioni nei pozzetti: nella prima e nell’ultima posizione si 
mette 4 µl Ladder (GeneRuler® 100bp, Promega) che contiene frammenti di DNA a 
diversa lunghezza che migrando lungo il gel indicano al transilluminatore il numero di paia 
basi del DNA in modo da avere una scala di riferimento. Nella seconda postazione si mette 
il controllo positivo, nella penultima il negativo e nelle restanti posizioni i campioni da 
testare. 
Dopo aver inoculato tutti i pozzetti si chiude la cella elettroforetica, la si collega 
all’alimentatore di corrente e si applica un voltaggio di 100V per 20 minuti, trascorso 
questo tempo si toglie il gel dalla cella elettroforetica e si pone sotto il transilluminatore 
(Spectroline® Longlife™Filter) che grazie alla luce ultravioletta  permette di identificare le 
bande di DNA. 
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Fig. 5. PCR. 
 
Analisi statistica 
Eventuali correlazioni tra positività al DNA di H.canis in relazione al sesso ed all'età (≤ 12 
mesi e >12 mesi) degli animali esaminati sono state valutate mediante il test del chi quadro. 
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ZECCHE 
117 zecche raccolte da 48 cani che presentavano da 1 a 11 unità ciascuno, sono state 
congelate ed in seguito classificate e analizzate tramite striscio dell'emolinfa per la ricerca 
di H.canis.  
I cani presentavano da 1 a 11 zecche ciascuno. 
Gli artropodi, con l'ausilio di un microscopio stereoscopico, sono stati classificati in base 
alle comuni chiavi di identificazione (Iori et al., 2005) in 85 adulti di Ixodes, 35 adulti di 
Rhipicephalus e una ninfa di Rhipicephalus (come da tabella n.1). Per determinare la 
presenza di H.canis, è stato allestito un vetrino per ciascuna zecca:  dopo la recisione del 
capitulum con una lama da bisturi, il corpo della zecca è stato  compresso e svuotato con 
l'aiuto di piccole pinze e aghi ipodermici (Baneth et al., 2001). Il contenuto è stato quindi 
stemperato in della soluzione fisiologica salina allo 0.85% (Miranda et al., 2011), coperto 
con un vetrino copri-oggetto ed osservato immediatamente al microscopio ottico. 
Tabella 1. Zecche dello studio. 
Numero cane Numero zecca GENERE
2 1 IXODES
4 1 IXODES
4 2 RHIPICEPHALUS
5 1 IXODES
5 2 IXODES
9 1
9 2 RHIPICEPHALUS
9 3 IXODES
9 4 RHIPICEPHALUS
9 5 IXODES
15 1 IXODES
15 2 IXODES
16 1 IXODES
17 1 IXODES
RHIPICEPHALUSn
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Numero cane Numero zecca GENERE
25 1 IXODES
25 2 IXODES
25 3 IXODES
25 4 IXODES
25 5 IXODES
27 1 IXODES
29 1 IXODES
29 2 IXODES
29 3 IXODES
36 1 IXODES
36 2 IXODES
36 3 IXODES
38 1 IXODES
38 2 IXODES
38 3 IXODES
38 4 IXODES
38 5 IXODES
38 6 IXODES
41 1 IXODES
41 2 IXODES
42 1 IXODES
42 2 IXODES
44 1 IXODES
46 1 IXODES
48 1 IXODES
48 2 IXODES
50 1 IXODES
50 2 IXODES
51 1 IXODES
56 1 RHIPICEPHALUS
56 2 RHIPICEPHALUS
56 3 RHIPICEPHALUS
56 4 RHIPICEPHALUS
56 5 RHIPICEPHALUS
56 6 RHIPICEPHALUS
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Numero cane Numero zecca GENERE
57 1 IXODES
57 2 IXODES
59 1 IXODES
59 2 IXODES
59 3 IXODES
59 4 IXODES
59 5 IXODES
59 6 IXODES
59 7 IXODES
61 1 IXODES
61 2 IXODES
62 1 IXODES
63 1 IXODES
63 2 IXODES
63 3 IXODES
64 1 IXODES
66 1 RHIPICEPHALUS
66 2 RHIPICEPHALUS
66 3 RHIPICEPHALUS
68 1 IXODES
68 2 IXODES
68 3 IXODES
69 4 IXODES
70 1 IXODES
71 1 IXODES
71 2 IXODES
71 3 IXODES
71 4 IXODES
71 5 IXODES
71 6 IXODES
71 7 IXODES
71 8 IXODES
71 9 IXODES
71 10 IXODES
71 11 IXODES
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Numero cane Numero zecca GENERE
74 1 IXODES
75 1 IXODES
75 2 IXODES
75 3 IXODES
75 4 IXODES
76 1 IXODES
81 1 IXODES
86 1 IXODES
88 1 IXODES
93 1 RHIPICEPHALUS
98 1 RHIPICEPHALUS
103 1 RHIPICEPHALUS
104 1 RHIPICEPHALUS
104 2 RHIPICEPHALUS
104 3 RHIPICEPHALUS
104 4 RHIPICEPHALUS
106 1 IXODES
106 2 RHIPICEPHALUS
106 3 IXODES
108 1 RHIPICEPHALUS
113 1 RHIPICEPHALUS
113 2 RHIPICEPHALUS
113 3 RHIPICEPHALUS
113 4 RHIPICEPHALUS
113 5 RHIPICEPHALUS
114 1 RHIPICEPHALUS
114 2 RHIPICEPHALUS
114 3 RHIPICEPHALUS
114 4 RHIPICEPHALUS
116 1 IXODES
116 2 RHIPICEPHALUS
116 3 RHIPICEPHALUS
116 4 RHIPICEPHALUS
116 5 RHIPICEPHALUS
116 6 RHIPICEPHALUS
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Fig. 6. Zecche appartenenti al genere Rhipicephalus (sinistra) e Ixodes (destra). 
 
 
     Fig. 7. Zecca adulta, genere Rhipicephalus.              Fig. 8. Zecca adulta, genere Ixodes, dopo 
        escissione del  capitulum.  
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RISULTATI 
Un totale di 117 cani, di cui 69 maschi e 48 femmine, di età compresa tra 8 mesi e 11 anni, 
e  provenienti da 5 comuni della bassa Maremma toscana, sono stati esaminati tramite PCR 
su sangue per la ricerca di Hepatozoon canis. 
La diagnostica molecolare ha rivelato 38 cani positivi con un indice di prevalenza globale 
del 32,5 % (come da tabella n.2). 
Tabella 2 .Cani dello studio con risultati della PCR su sangue. 
 
numero campione RAZZA SESSO Età (anni) ZONA CACCIA ZECCHE PCR
1 METICCIO SEGUGIO F 10 ARGENTARIO NO negativo
2 SEGUGIO MAREMMANO M 24 mm MAGLIANO IN T. Sì negativo
3 SEGUGIO MAREMMANO M 10 MANCIANO NO negativo
4 SEGUGIO MAREMMANO M 9 ORBETELLO Sì positivo
5 METICCIO SEGUGIO M 6 MANCIANO Sì negativo
6 SEGUGIO MAREMMANO F 18 mm ARGENTARIO NO negativo
7 METICCIO F 10 ARGENTARIO NO negativo
8 SEGUGIO MAREMMANO F 4 ARGENTARIO NO negativo
9 SEGUGIO F 3 MANCIANO Sì positivo
10 SEGUGIO MAREMMANO M 6 CAPALBIO NO positivo
11 SEGUGIO M 4 CAPALBIO NO positivo
12 METICCIO F 8 CAPALBIO NO negativo
13 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 6 ARGENTARIO NO negativo
14 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 12 mm ARGENTARIO NO negativo
15 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 6 MANCIANO Sì positivo
16 METICCIO M 11 MAGLIANO IN T. Sì negativo
17 SEGUGIO MAREMMANO M 5 MAGLIANO IN T. Sì negativo
18 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 12 mm MAGLIANO IN T. NO negativo
19 METICCIO M 12 mm MAGLIANO IN T. NO positivo
20 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 7 MAGLIANO IN T. NO positivo
21 METICCIO M 7 MAGLIANO IN T. Sì negativo
22 METICCIO M 18 mm MAGLIANO IN T. Sì positivo
23 METICCIO F 10 MANCIANO NO negativo
24 METICCIO F 10 ARGENTARIO NO negativo
25 METICCIO F 6 ORBETELLO Sì negativo
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numero campione RAZZA SESSO Età (anni) ZONA CACCIA ZECCHE PCR
26 METICCIO M 3 ARGENTARIO NO positivo
27 METICCIO M 6 MAGLIANO IN T. Sì positivo
28 METICCIO F 4 MAGLIANO IN T. NO negativo
29 SEGUGIO MAREMMANOTIGRATO F 6 CAPALBIO Sì negativo
30 SEGUGIO ITALIANO A PELO FORTE F 5 CAPALBIO NO negativo 
31 METICCIO F 12 mm ARGENTARIO NO positivo
32 SEGUGIO DEL GIURA M 8 ORBETELLO NO negativo
33 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 18 mm MAGLIANO IN T. NO negativo
34 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 2 MAGLIANO IN T. NO negativo
35 SEGUGIO MAREMMANO F 12 mm MAGLIANO IN T. NO negativo
36 METICCIO F 5 MAGLIANO IN T. Sì negativo
37 SEGUGIO MAREMMANO F 4 MANCIANO NO positivo
38 SEGUGIO MAREMMANO F 6 MANCIANO Sì positivo
39 METICCIO SEGUGIO M 6 ARGENTARIO NO negativo
40 SEGUGIO DEL GIURA M 15 mm CAPALBIO NO negativo
41 METICCIO F 2 CAPALBIO Sì negativo
42 METICCIO M 2 CAPALBIO Sì negativo
43 METICCIO M 6 MAGLIANO IN T. NO negativo
44 SEGUGIO DEL GIURA M 5 CAPALBIO Sì negativo
45 SEGUGIO DEL GIURA F 3 CAPALBIO NO negativo
46 SEGUGIO DEL GIURA M 3 CAPALBIO Sì negativo
47 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 5 CAPALBIO NO negativo
48 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 24 mm CAPALBIO Sì negativo
49 SEGUGIO MAREMMANO F 3 ORBETELLO NO negativo
50 SEGUGIO MAREMMANO M 18 mm MAGLIANO IN T. Sì positivo
51 SEGUGIO F 4 MANCIANO Sì positivo
52 SEGUGIO F 3 MANCIANO NO positivo
53 SEGUGIO F 6 ORBETELLO NO positivo
54 SEGUGIO M 4 CAPALBIO NO negativo
55 SEGUGIO MAREMMANO M 18 mm CAPALBIO NO positivo
56 METICCIO M 8 mm CAPALBIO Sì positivo
57 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 3 MANCIANO Sì negativo
58 METICCIO F 3 MANCIANO NO positivo
59 METICCIO F 6 MANCIANO Sì negativo
60 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 3 MAGLIANO IN T. NO negativo
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numero campione RAZZA SESSO Età (anni) ZONA CACCIA ZECCHE PCR
61 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 6 MAGLIANO IN T. Sì negativo
62 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 3 MAGLIANO IN T. Sì negativo
63 SEGUGIO MAREMMANO M 4 MAGLIANO IN T. Sì positivo
64 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 4 ARGENTARIO Sì negativo
65 SEGUGIO M 11 ARGENTARIO NO positivo
66 SEGUGIO MAREMMANO M 6 MAGLIANO IN T. Sì positivo
67 SEGUGIO F 3 CAPALBIO NO negativo
68 SEGUGIO M 3 CAPALBIO Sì positivo
69 SEGUGIO F 4 CAPALBIO Sì positivo
70 SETTER INGLESE M 7 MANCIANO Sì positivo
71 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 5 MAGLIANO IN T. Sì negativo
72 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 24mm CAPALBIO NO positivo
73 GRIFFON VENDEEN F 5 ARGENTARIO NO negativo
74 SEGUGIO MAREMMANO M 12 mm ORBETELLO Sì positivo
75 SEGUGIO MAREMMANO M 7 ORBETELLO Sì negativo
76 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 5 MANCIANO Sì negativo
77 METICCIO M 5 ORBETELLO NO positivo
78 METICCIO M 18 mm MAGLIANO IN T. NO negativo
79 SEGUGIO DEL GIURA F 4 CAPALBIO NO negativo
80 SETTER INGLESE F 7 ORBETELLO NO negativo
81 SEGUGIO ITALIANO A PELO FORTE M 5 ORBETELLO Sì negativo
82 SEGUGIO ITALIANO A PELO FORTE F 7 ORBETELLO NO negativo
83 METICCIO M 4 ORBETELLO NO negativo
84 SEGUGIO ITALIANO A PELO FORTE F 6 ARGENTARIO NO negativo
85 SEGUGIO ITALIANO A PELO FORTE M 13 mm ARGENTARIO NO negativo
86 SEGUGIO ITALIANO A PELO FORTE M 4 MANCIANO Sì negativo
87 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 3 MANCIANO NO negativo
88 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO F 24 mm MANCIANO Sì negativo
89 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 12 mm MANCIANO NO negativo
90 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 18 mm MANCIANO NO negativo
91 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 12 mm MANCIANO NO negativo
92 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 5 MANCIANO NO negativo
93 METICCIO F  8 mm MAGLIANO IN T. Sì negativo
94 BRETON M 9 MAGLIANO IN T. NO negativo
95 METICCIO F 7 MAGLIANO IN T. NO negativo
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Tabella 3. Risultati delle PCR divisi per comune. 
COMUNE  DI 
APPARTENENZA 
NUMERO DI 
CAMPIONI 
NUMERO DI 
POSITIVI A PCR 
INDICE DI  
PREVALENZA 
CAPALBIO 22 7 31,8%  
MAGLIANO IN T. 35 10 28.6 %  
MANCIANO 33 14 42,4%  
M. ARGENTARIO 15 3 20,0%  
ORBETELLO 12 4 33.3 %  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
numero campione RAZZA SESSO Età (anni) ZONA CACCIA ZECCHE PCR
96 ANGLO FRANCESE TRICOLORE F 5 MAGLIANO IN T. NO negativo
97 METICCIO F 6 MAGLIANO IN T. NO negativo
98 METICCIO M 5 MAGLIANO IN T. Sì positivo
99 METICCIO M 5 MAGLIANO IN T. NO negativo
100 METICCIO M 5 MAGLIANO IN T. NO positivo
101 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 3 MAGLIANO IN T. NO negativo
102 METICCIO F 8 mm MAGLIANO IN T. NO  positivo
103 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 8 mm MAGLIANO IN T. Sì negativo
104 SEGUGIO MAREMMANO TIGRATO M 8 MAGLIANO IN T. Sì negativo
105 SEGUGIO MAREMMANO M 7 MANCIANO NO positivo
106 SEGUGIO MAREMMANO M 5 MANCIANO Sì positivo
107 BEAGLE M 3 MANCIANO NO negativo
108 SEGUGIO MAREMMANO M 5 MANCIANO Sì positivo
109 BEAGLE M 6 MANCIANO NO positivo
110 BEAGLE M 4 MANCIANO NO negativo
111 BEAGLE M 5 MANCIANO NO negativo
112 BEAGLE M 5 MANCIANO NO positivo
113 DACHSBRACKE F 5 MANCIANO Sì negativo
114 SEGUGIO MAREMMANO M 4 MANCIANO Sì negativo
115 SEGUGIO MAREMMANO M 3 MANCIANO NO positivo
116 SEGUGIO MAREMMANO M 4 MANCIANO Sì negativo
117 GRIFFON VENDEEN F 6 CAPALBIO NO negativo
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Grafico 1.  Cani positivi a PCR sul numero totale divisi per comune. 
 
Due campioni sono stati inviati presso il laboratorio BMR-Genomics di Padova per il 
sequenziamento: le due sequenze sono state assemblate, corrette attraverso l'analisi del 
cromatogramma usando il programma Bioedit v.7.0.2 (Hall, 1999) e comparate con quelle 
presenti in GeneBank usando il programma BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST); i due 
casi hanno una corrispondenza del 100% con altri isolati da un cane in Croazia (FJ497022), 
da volpi in Spagna (AY150067) ed in Italia (GU371447). 
 
Tabella 4. Risultati delle PCR divisi per età. 
ETA'  NUMERO DI 
CAMPIONI 
NUMERO DI 
POSITIVI A PCR 
INDICE DI  
PREVALENZA 
≤ 12 MESI 12 5 41.7%  
>12 MESI 105 33 31,4%  
 
Tabella 5. Risultati delle PCR divisi per sesso. 
SESSO NUMERO DI 
CAMPIONI 
NUMERO DI 
POSITIVI A 
PCR 
INDICE DI  
PREVALENZA 
MASCHIO 69 28 40,6%  
FEMMINA 48 10 20,8%  
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I risultati ottenuti hanno mostrato una differenza significativa (P<0.05) tra maschi e 
femmine ma non tra animali di diversa età. 
Delle 121 zecche analizzate alla microscopia ottica, 2 adulti del genere Rhipicephalus sono 
risultati positivi per la presenza di H.canis all'interno dell'emocele. Entrambi gli artropodi 
sono stati raccolti dallo stesso cane, identificato con il numero 56, risultante anch'esso 
positivo alla PCR; non vi è comunque un nesso tra le due positività, dal momento che, 
proprio per il particolare ciclo del parassita, la zecca si è infettata in un altro stadio, quindi 
da un altro pasto, e non può aver trasmesso H.canis all'animale perché non è ammessa la 
trasmissione salivare. 
In una delle due zecche sono state trovate numerose sporocisti libere e 2 oocisti, una con 
parete integra e l'altra aperta, di dimensioni e di aspetto riconducibili ad H.canis 
(rispettivamente di 260 μm e 250  μm di diametro). Nell'altra nessuna oocisti è stata 
rinvenuta, ma numerose sporocisti contenenti numerosi sporozoiti, anche queste per 
dimensioni ed aspetto compatibili con H. canis (dimensioni medie: 35 X 17 μm). 
Fig. 9. Oocisti di H.canis evidenziata nell'emolinfa di una zecca.  
100 μ 100 μ 
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Fig. 10. Sporociste contenente numerosi sporozoiti. 
 
Fig. 11. 2 Sporocisti. 
 
 
 
10 μ 
 
10 μ 
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Fig. 12. Sporociste contenente numerosi sporozoiti, uno fuoriuscito dalla parete (freccia). 
 
10 μ 
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CONCLUSIONI 
I risultati dello studio dimostrano la presenza di H.canis nell'area di riferimento con alti 
indici di prevalenza sia nei cani (32.5%) che nelle zecche (1,6%). 
Fino all'ultimo decennio, la diagnosi di Hepatozoonosi canina era basata sulla microscopia 
e sulla sierologia; attualmente, l'uso delle tecniche molecolari ha migliorato la ricerca ed ha 
permesso la comprensione del ruolo degli emoparassiti nel cane. L'infezione da 
Hepatozoon canis è stata individuata per la prima volta usando la PCR sul gene 18S rRNA 
da Mathew et al. (2000). In studi comparativi sulle metodologie diagnostiche, la PCR si è 
rivelata la tecnica più sensibile per l'individuazione di Hepatozoon, e costituisce lo  
strumento di ricerca epidemiologica di riferimento. 
La ricerca del parassita con tecnica molecolare in uno studio condotto su 420 cani del 
centro e nord-est Italia, comprendente la Toscana, ha rivelato una prevalenza del 3,6% di 
H.canis nel sangue del cane. 
Altri autori hanno ricercato la presenza del parassita nella regione Toscana, in particolare 
tra le volpi della provincia di Siena, dove è emersa una prevalenza del 16,7% (Gabrielli et 
al., 2009), molto inferiore rispetto a quella evidenziata nei cani di questo studio (32,5%). 
Indici più elevati sono invece presenti al sud, dove il 57,8% dei cani di un rifugio posto in 
una zona con elevata presenza di Rhipicephalus sanguineus, sono risultati positivi alla 
ricerca di H.canis tramite PCR (Otranto et al., 2011). 
Ad oggi questo rappresenta l'unico studio epidemiologico specifico per la ricerca di 
Hepatozoon canis nel cane in Toscana e dimostra una prevalenza ben maggiore di quella 
precedentemente riscontrata tra le volpi della vicina provincia di Siena.  
Il ritrovamento dello stesso parassita nelle zecche tramite la sola citologia, tecnica molto 
meno sensibile rispetto alle ricerche molecolari, conferma una presenza importante di H. 
canis nell'area di studio. Una prevalenza globale di 1,6% (2/121) ed una prevalenza relativa 
nel genere Rhipicephalus del 5,5% (2/36) supera quella riportata da Cassini et al.(2009) 
dello 0,4% (507 zecche di varie specie). 
La tecnica della PCR nello stesso studio aveva evidenziato H.canis nel 3,6% delle zecche. 
Danta-Torres et al. (2012) avevano testato, sempre tramite PCR, 567 zecche, tutte 
Rhipicephalus sanguineus, riscontrando un 2,2%  di positività. 
Tutte le zecche raccolte del genere Ixodes sono risultate negative alla ricerca del parassita  
tramite microscopia ottica, in accordo con quanto suggerito recentemente da Giannelli et 
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al.(2013), che avevano escluso un coinvolgimento di Ixodes ricinus nel ciclo biologico di 
H.canis. 
In Europa non risultano dati di prevalenza così importanti come quelli evidenziati in 
Maremma, eccetto che sulla costa croata, dove sono stati riportati nei cani valori superiori 
al 71% (tecnica PCR). 
Sicuramente il periodo scelto per il campionamento, tra Novembre e Gennaio, ha permesso 
di ricercare il parassita proprio nel periodo in cui maggiore era la probabilità di trovarlo. 
Gli studi di Otranto et al.(2011) su un gruppo di  giovani cani di un rifugio del sud Italia, 
avevano infatti mostrato un andamento stagionale delle infezioni da H. canis, con basse 
prevalenze in primavera ed alte in autunno; Dantas-Torres et al.(2012) avevano poi messo 
ciò in relazione alla stagionalità delle positività delle zecche della stessa zona, dimostrando 
quindi una correlazione tra le infezioni da H.canis e le dinamiche della popolazione di 
zecche. I cani infatti si infettano principalmente durante il periodo estivo quando i vettori 
sono abbondanti (Lorusso et al., 2010) ed altamente infettati da Hepatozoon (Dantas-Torres 
et al., 2012), e mostrano gamonti nella circolazione sanguigna circa 28 giorni dopo 
l'ingestione dell'artropode (Baneth et al., 2007).  
L'infezione da questo protozoo in proporzione significativamente maggiore nei cani maschi 
di questo studio conferma quanto trovato precedentemente da Mundim et al.(2008) e da 
Gavazza et al. (2003) che riportavano prevalenze maggiori nei gruppi di maschi. Gli stessi 
autori avanzavano però dubbi sul significato di tale differenza, lasciando intendere che 
poteva essere dovuta ad una maggiore suscettibilità dei cani maschi rispetto alle femmine 
in conseguenza delle loro abitudini comportamentali che li esporrebbe maggiormente alle 
zecche. Secondo altri autori (Beaufils et al., 1988) si affermava invece che non vi era 
nessuna predisposizione di sesso verso l'Hepatozoonosi. 
Per quanto riguarda l'età, alcuni autori (Mundim et al., 1994, 2008; Gavazza et al., 2003), 
hanno notato una distribuzione di infezione di H.canis lungo tutte le fasce di età, sebbene 
con prevalenza maggiore in soggetti giovani, sotto un anno di età, presumibilmente per un  
sistema immunitario più debole. Baneth e Weigler (1997) hanno riportato una prevalenza 
maggiore nei cani sotto i 6 mesi e tra i 5 ed i 10 anni di età mentre O'dwyer (2001) sostiene 
che non vi siano differenze per età, come riscontrato nel nostro studio. 
Non è stato possibile approfondire lo studio dal punto di vista clinico perché i valori 
rilevati dall'esame fisico effettuato in soggetti di ritorno da un'attività intensa come la 
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caccia e spesso riportanti fratture, ferite o in stato di shock, sarebbero stati influenzati 
notevolmente da troppe variabili. 
La zona comunque, dati gli elevati indici di prevalenza riscontrati, risulta idonea ad 
ulteriori studi che potrebbero focalizzarsi sui sintomi clinici, sulle alterazioni emato-
biochimiche e sulla presenza di coinfezioni con altri protozoi quali Leishmania infantum 
(Bettini et al., 1988) o altri parassiti trasmessi da zecche come Erlichia e Babesia (Bansal 
et al.,1985; Gosset et al., 1985; Mundim et al., 2008; Sasanelli et al., 2009).  
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